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(57) Abstract 



Xhe invention concerns DNA coding for a zinc finger protein and a protein of this type. Xhc invention further concerns ihc uso of 
the DNA and the protein in diagnosis, therapy or gene therapy of tumors. Xhe DNA coding for the zinc finger protein is an \nstn of the 
cDNA clone COS AP4-EI. Xhis clone comes from a cDNA library of the cervix carcinoma cell line ME 180, which contains the hunun 
papilloma virus 68 DNA. and has four zinc fingers in its exon sequences, 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft eine ftlr ein Zinkfinger-Protein codierende DNA und ein solches Protein. Fcmcr bctriffl die Ertindung die 
Vcrwendung der DNA und des Proteins in Diagnose, Xhcrapie oder Genthcrapie von Xumorcn. Die Zinkfinger-Protein kodiercnde DNA 
ist ein Insert des cDNA Klons COS AP4-E1. Dicser Klon cntsiammt cincr cDNA-Bibliothck der Ccrvixcarcinomzellinie ME 180, die die 
Human Papillomvirus 68-DNA cnthSlt, und besitzi 4 Zinkfinger in seinen Exon-Sequenzen. 
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Zinkf inqer-DNA. -Protein und ihre Verwendung 
Die Erfindung betrifft eine fur ein Zlnkfinger-Protein codierende DNA und ein 
solches Protein. Femer betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des 
Proteins. 

Die Umwandlung von normalen Zellen in Tumorzellen vollzieht sich in mehreren 
Teilschritten, bei denen es zu Veranderungen zellularer Gene oder zum Erwerb 
viraler Onkogene kommt. Veranderungen zellularer Gene umfassen die Aktivierung 
von Proto-Onkogenen durch Mutation, Genamplifikatlon, Oberexpression oder 
Chromosomen-Translokationen sowie die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen 
durch Mutation oder Deletion. 

Verschiedene Gene, deren Veranderungen bei der Tumorentstehung von Bedeu- 
tung sind, konnten bislang identifiziert werden (vgl. Obersichtsartikel: Bishop, 
J.M., Cell 64 (1991), 235-248). Die Produkte solcher Gene haben verschiedene 
Funktionen. Sie wirken z.B. als Transkriptionsregulatoren, als Glieder unterschiedli- 
cher Signaltransduktionsketten, wie Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktorrezep- 
toren oder Proteinkinasen, bzw. als Aktlvatoren oder Inhibitoren der Zellteilung. 

Belspiele von Transkriptionsregulatoren sind Zinkfinger-Proteine. Diese Proteine 
besitzen charakteristische, zwei Cystein- und zwei Histldinreste enthaltende 
Strukturen, die so zueinander posltioniert sind, da& sie ein Zinkatom binden. 
Zinkfinger-Proteine sind DNA-bindende Proteine. Ein Belspiel fur Zinkfinger-Proteine 
ist das Produkt des Wilms-Tumorsuppressorgen WT1 , dessen Verlust bei der 
Entstehung von Wilms-Nierentumoren eine wesentliche Rolle spielt. 

Bis heute sind noch nicht alle an Tumorentstehung und -wachstum beteiligten 
Gene bzw. Genprodukte bekannt. Eine Tumordiagnose bzw. -therapie ist daher 
bisher nur begrenzt moglich. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereltzu- 
stellen, mit dem Tumordiagnose bzw. -therapie umfassender betrieben werden 
kann. 
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ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 



Gegenstand der Erfindung ist somit eine fur ein Zinkfinger-Protein codierende DNA, 
die umfa&t: 

(a) die DNA der Nukleotide 446-1476 von Fig. 1 oder einen Teil davon, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybrid isierende DNA, oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten genetischen Code 
verwandte DNA. 

Der Ausdruck "hybrldisierende DNA" weist auf eine DNA hin, die unter ubiichen 
Bedingungen, insbesondere bei 20<»C unter dem Schmelzpunkt der DNA, mit einer 
DNA von (a) hybridisiert. 

Fig. 1 zeigt das Insert des cDNA Klons COS AP4-E1 . Dieser Klon entstammt einer 
cDNA-Blbliothek der Cervixcarcinomzellinie ME 180 (vgl. Reuter, M.S. et a!.. J. 
Virol. 65 (1991), 5564-5568). Diese Zellinie enthSIt die Human Papillomvirus 68- 
DNA (HPV 68-DNA) stabil integrlert. Der Klon COS AP4-E1 enthalt zwischen den 
Nukieotiden 1-21 HPV 68-DNA. Ferner enthalt er zwischen den Nukleotiden 22- 
1476 zellulare Sequenzen, wobel diese zwischen den Nukleotiden 446-1 476 Exon- 
Sequenzen eines Zinkflnger-Gens sind. Die Exon-Sequenzen codieren fur 4 Zinkfln- 
gerrZinkfinger 1:1130-1191, Zinkfinger2: 1214-1275, Zinkfinger3: 1298-1360, 
ZInkfinger 4:1382-1432. Der Klon COS AP4-E1 wurde bei der DSM (Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen unter DSM 9450 am 30. Sep- 
tember 1 994 hinterlegt. 

Vorstehende Insert-DNA, insbesondere zwischen den Nukleotiden 446-1 476, kann 
Tetl einer fur ein vollstandiges Zinkfinger-Protein codierenden DNA sein. Eine 
solche DNA und das durch sie codierte Zinkfinger-Protein sind somIt auch Gegen- 
stand der Erfindung. 



Die Bereitstellung einer fur vorstehendes Zinkfinger-Protein codierenden DNA 
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erfolgt in ubiicher Weise. Beispielhaft wird die Insert-DNA von COS AP4-E1, 
insbesonderedie DNA zwischen den Nukleotiden 446-1476, als Sonde zur Hybri- 
disierung einer allgennein erhaltlichen cDNA-Blbliothek bus Leber, Gehirn, Plazenta 
Oder Muskel, vorzugsweise Leber, verwendet. Auch kann eine cDNA-Bibliothek aus 
Blutzellen Oder HeLa-Zellen verwendet werden. Die genannten Gewebe und Zellen 
enthalten ausreichend RNA-Transkripte, die mil der Insert-DNA von COS AP4-E1, 
insbesondere der DNA zwischen den Nukleotiden 446-1476 hybridisieren (vgL Fig, 
2). Erhaltene Klone werden einer Sequenzierung unterzogen und ausgehend von 
der Insert-DNA von COS AP4-E1 , insbesondere der DNA zwischen den Nukleotiden 
446-1476, wird dieein vorstehendesZinkfinger-ProteincodierendeDNA bestimmt. 

Des weiteren eignet sich die Insert-DNA von COS AP4-E1, insbesondere die DNA 
zwischen den Nukleotiden 446-1476, und ganz besonders die DNA zwischen den 
Nukleotiden 1240-1476, zur Identifizierung einer genomischen fur vorstehendes 
Zinkfinger-Protein codierenden DNA. Hierzu wird die entsprechende DNA von COS 
AP4-E1, z.B. die DNA zwischen den Nukleotiden 1 240-1476, als Sonde zur Hybri- 
disierung einer genomischen DNA-Bibliothek verwendet. Eine solche kann aus den 
vorstehend genannten Geweben und Zellen erstellt sein. 

ErfindungsgennaB wird der Klon COS 1 APM erhalten. Seine Insert-DNA enthalt in 
einem 5,5 kb groSen Sacl-Fragment die zur verwendeten Sonde, z.B. der DNA 
zwischen den Nukleotiden 1240-1476, entsprechende DNA. In den Figuren 3 und 
4 ist diese DNA von COS 1 APM zwischen den Nukleotiden 256-492 prasentiert. 
Der Klon COS 1 APM wurdebei derDSM unterDSM 9462 am 07.10.1994 hinter- 
legt. Gegenstand der Erfindung ist somit auch eine genomische, das vorstehende 
Zinkfinger-Protein codierende DNA sowie das durch sie codierte Protein. 

ErfindungsgemaS kann vorstehende fur das Zinkfinger-Protein codierende DNA in 
einem Vektor bzw. Expressionsvektor vorliegen. Beispiele solcher sind dem Fach- 
mann bekannt. Im Falle eines Expressionsvektors fur E. coli sind dies z.B. pGE- 
MEX, pUC-Derivate und pGEX-2T. Fur die Expression in Hefe sind z.B. pYlOO und 
Ycpadi zu nennen, wahrend fur die Expression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEF- 
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BOS, cDM8 und pCEV4, aruugeben sind. Der Fachmann kennt geeignete Zellen, 
urn vorstehende, in einem Expressionsvektor vorliegende DNA zu exprlmieren. 
Beispiele solcher Zellen umfassen die E.coli-Stamme HB101, DH1, x1776. JM101 
und JM 109, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen 
L, 3T3, FM3A, CHO, COS, Vero, und HeLa. Der Fachmann weiB, in welcher Weise 
vorstehende DNA in einen Expressionsvektor inseriert werden muS. Ihm ist auch 
bekannt, daS vorstehende cDNA in E.coli, Hefe oder tierischen Zellen exprimiert 
werden kann, wahrend vorstehende genomische DNA nur In tierischen Zellen zu 
exprimieren ist. Des weiteren kennt der Fachmann Bedingungen, transformierte 
bzw. transfizierte Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das 
exprimierte Zinkfinger-Protein zu Isolieren und zu reinigen. Ein vorstehendes, 
rekombinant hergestelltes Zinkfinger-Protein ist somit auch Gegenstand der Erfin- 
dung. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein gegen ein vorstehendes Zinkfinger- 
Protein gerichteter Antikorper. Die Herstellung eines solchen erfolgt in ubiicher 
Weise. Beispieisweise wird hierzu das Zinkfinger-Protein in BALB/c-Mause sub- 
cutan injiziert. Diese Injektion wird im Abstand von jeweils 3 Wochen wiederholt. 
Etwa 2 Wochen nach der letzten Injektion wird das den Antikorper enthaltende 
Serum isoliert und in ubiicher Weise getestet. 

In bevorzugter Ausfuhrungsformist der Antikorper ein monoklonaler Antikorper. Zu 
seiner Herstellung werden nach vorstehender vierten Injektion den IVIausen Milzzel- 
len entnommen und diese in ubiicher Weise mit Myelomzellen fusioniert. Die 
weltere Klonierung erfolgt ebenso nach bekannten Verfahren. 

Die vorliegende Erfindung stellt eine bisher nicht gekannte Zinkfinger-DNA sowie 
ein durch sie codiertes Zinkfinger-Protein berelt. Die erf indungsgemiSe DNA eignet 
sich ais Sonde fur diagnostische Zwecke. Daruberhinaus kann sie in einem dem 
Fachmann bekannten Expressionsvektor zur Gentherapie eingesetzt werden. Das 
erfindungsgemaSe Protein eignet sich ebenfalls fur therapeutische Zwecke. Hierzu 
kann es in einer ubiichen pharmazeutischen Zusammensetzung verabreicht werden. 



wo 96/11267 



PCT/DE95/01390 



-5- 

Des weiteren stellt die vorliegende Erfindung gegen das vorstehende Protein 
gerichtete Antikorper bereit. Diese eignen sich bestens zu diagnostischen Zwek- 
ken. 

Somit llefert die vorliegende Erfindung neue Mittel zur Diagnose und Therapie von 
mit der erfindungsgemafien DNA und dem durch sie codierten Protein zusammen- 
hSngenden Erkrankungen, insbesondere von Tumorerkrankungen. 

Kurze Beschreibung der Zeichnung: 



Fig. 1 zeigt die Insert-cDNA des Klons COS AP4-E1 , 

Fig. 2 zeigt die Hybridisierung von PolyA^RNA aus verschtedenen Zellen mil 

der DNA zwischen den Nukleotiden 1240-1476 von COS AP4-E1, 
Fig. 3 zeigt eine Teilsequenz der genomischen Insert-DMA des Klons COS 1 

APM, und 

Fig. 4 zeigt den Vergleich der DNA zwischen den Nukleotiden 1240-1476 
von Klon COS AP4-E1 und der DNA zwischen den Nukleotiden 256- 
492 von Klon COS 1 APM. 



Die Erfindung wird durch das folgende Beisplel eriautert. 

Beispiel: Hersteliung einer erfindungsgemafien Zinkfinger-DNA 

Eine aus HeLa-Zellen erstellte A cDNA-Bibliothek wird einem ubiichen Hybridis- 
ierungsverfahren unterzogen. Hierzu werden die durch Infektion der Bakterien 
erhaltenen Phagenplaques mit dem "p-markierten DNA-lnsert des Klons COS AP4- 
E1, insbesondere der DNA zwischen den Nukleotiden 1240-1476 (vgl. Fig. 1), 
inkubiert. Es wird eine Hybridisierung mit einzelnen Phagenplaques erhalten. Aus 
diesen wird die Phagen-DNA Isoliert und mit EcoRI gespalten. Die erhaltenen 
Fragmente werden in einem 0,5%igen Agarosegel elektrophoretlsch aufgetrennt. 
Das Agarosegel wird einem ubiichen Blotting-Verfahren unterzogen, wodurch die 
DNA aus dem Agarosegel auf eine Nitrozellulosemembran ubertragen wird. Diese 
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wird in ein Hybridisierungsverfahren eingeseta. In dem die entsprechende DNA 
des DNA-lnserts von Klon COS AP4-E1 afs "p-marlcierte Probe verwendet wird. Es 
wird eine Hybridisierung nnit einzelnen DNA-Fragmenten erhalten. DIese werden 
isollert und in einem mit EcoRI gespaltenen, dephosphorylierten Plasmid-Velctor, 
2.B. pBluescript, kloniert. Einzelne Klone werden analysiert, und durch Restriktions- 
spaltungen sowie Sequenzierung wird ein eine erfindungsgemaBe Zinkfinger-DNA 
enthaltender Klon identifiziert. 
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Patentanspruche 

1 . DNA, codierend fur ein Zinkfinger-Protein. wobei die DMA umfaBt: 

(a) die DNA der Nukleotide 446 - 1 476 von Fig. 1 oder einen Teil davon, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten genetischen 
Code verwandte DNA. 

2. DNA nach Anspruch 1 , namlich die DNA der Nukleotide 256 - 492 von Fig. 
3. 



Protein, codiert durch die DNA nach Anspruch 1 oder 2. 

Expressionsplasmid, umfassend eine fur das Protein nach Anspruch 3 codie- 
rende DNA. 



Transformante, enthaltend den Expressionsplasmid nach Anspruch 4. 

Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 3, umfassend die 
Kultivierung der Transformante nach Anspruch 5 unter geeigneten Bedin- 
gungen. 



7. Verwendung der DNA nach Anspruch 1 oder 2 als Reagens zur Diagnose 
und/oder Therapie. 



8. 



Verwendung des Proteins nach Anspruch 3 als Reagens zur Therapie. 
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fig- 1 cDNA-lnsert des Klons COS AP4-E1 
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: !!!!!!!!!:!!!!!!!!!:!!!!:^f^9gctgagaacatggccaat 

gacgttaccggttaacacttcccgagaccgactcttgtlccggtt^^^ " 



70 



ictgtaactactcga 



6 1 !!!!!!!!"!!!!!!!!!:!!!!!! ^aggtcctgtgcagccJca^ 

gtaaccgt:aagggaaggggtt;;;;;;g;c;;;;;;gg;«;;;;-;~;;~~-~ 



130 



150 



121 !!!!!!!!!:!!!!!!!!!9!!9'^5Ctcctggtggtgcaggagcaggag.atcggaccca 
cgtgctaccggacgacacact;;;;~~;;~;~~;:~;~;~;^;;-~~- 



190 



210 



181 !!!!!!!!!:!!!!!!!!!^!^^==^^9tactt:caagaagcttttcacaUg^ 
ggcgaggcaggaccgacgga^G^c^;;;:;";;;;--:-----;;;-^^^ 



250 



270 



241 !!!!!!!!!!!!!!!!!!!i!!!ff"^9-^"gt:ccacctgaGgc?c?g^^ 

tcggtcggtcgggargcagat;;;;;;~;g;~;;~;;-;~~~-;--~~^ 



300 



310 330 



301 iiii:iiiir.iiT^iit^^^^^^ 

gacctcaagcggatgtggagg;gc^g;g;;Z;;-g~;:;;;;;~~;;~~^^^ 
370 

361 !!!!!!!!!:!!!!!!!!!:r^-"9t5catCgtgaacgt:gtgcctggagatcatggag 

ttgcGtcggtcctacga;ct;;;;g^~;;;;™;~:~;~~;;;~;~~~; "° 

"° «0 470 

421 !!!!!!!!!^!!!!!!!ffjfffff^^9acaaggaggacgatgacgacgacgaagatgat 

ggaccccccctgccc«;;^;«~;i;;g~~;;;~;;~;-~-;;-~~;^ 

MTRRTMTTTKMM 
«0 510 



481 !!!!!!!!!!!!!f!f:ff;fff99^?9^gg"g«9gaggaggatgac;atgatgacacg 
MMRRTKR RRRKRRRMTMMT R 

570 590 



540 



gaGGActltGctgacca agae 



aacttGcctgacccccaggacatcagctgccaccaaagc 
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541 + + + 4 + + 600 

ct.CCTgaaaCgactggt.tctttt:gaaCggactgggggt:cctgtagt.cgacggtggtttcg 
RTLLTKKTCLTPR TSAATKA 

610 630 650 

ccttccaagacagaccatctcacagagaaggcctattcagacacccccagGgacttccct 
601 : + 4 + + <K + 660 

ggaaggttctgtctggtagagtgtctcttccggataagtctgtgggggtcCctgaaggga 
LPRQTISQRRPIQTPPGTSL 

670 690 710 

gactcttccaggcUggcagtcctggccatctgggggtgatccgggacttctccatcgaat 
661 + + + +. + + 

ctgagaaggtccgaccgtcaggaccggtagacccccactaggccctgaagaggtagcttta 
TLPGWQSWPSGGDPGLLHRI 

730 750 770 
etc tgctaagggagaacct-gtaccccaaggccaacatccccgacagagaccctccttgtc 
721 + + + + +„1 + 780 

gagacgattccctcttggacatggggttccggttgtaggggctgtctctgggaggaacag 
SAKGEPVPQGOHPRQRPSLS 

790 BIO B30 
tccatt:Cgccccggactt.ct:ttccacacctct.ggccaggggact.tcgGt.gcctt.t.gccca 
781 + + + + + + 840 

aggtaaGcggggcctgaagaaaggtgtggagaccggtcccctgaagcCacggaaacgggt 
PFAPDFFPHLWPGDFGAFAQ 

850 870 890 
gctgcctGAgCagcCcatggacagtgggccactggatctggtcatcaagaatcggaagat 
841 + + + + + + 900 

cgacggaCTcGtcgGgtacct.gt:cacccggtgacctagaccagt:agttctt.agccttcta 
LPEQPMDSGPLDLVIKNRKI 

910 930 950 

caAggaggaggagaaggaggagctgcccccacccccaccgccacccttccctaatgactt 

901 + + + + + + 960 

gtTcctcctcctcttcctcctcgacgggggtgggggtggcggtgggaagggatt-actgaa 
KEEEKEELPPPPPPPFPKDF 

970 990 1010 

cttcaaggacatgttccctgacctgccgggggggcctctgggaCccatcaaggcggagaa 

961 + — + + + + + 1020 

gaagrtcctgtacaagggactggacggcccccccggagaccctGggtagttccgcctctt 
FKDMFPDLPGGPLGPIKAEN 



1030 1050 1070 

cgactacgGtgcctatctcaacttcctgagtgcCACccacctGggaggcctcttcccacc 

1021 + + + 4 + 1080 

gctgatgcCacggatagagttgaaggactcacgGTGggtggaCcctccggagaagggtgg 
DYGAYLNFLSATHLGGLFPP 



ERSATZBLATT 
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Fig, 1 (Fortsetzung II) 

1090 1110 1130 

ctggcccctggtagaagaGCgcaagctgaagcccaaggcctctcagcagtgccccatctg 



1081 + +. 



gaccggggaccatcttctCGcgttcgacttcgggttccggagagtcgrcacggggtagac 
WPLVE'ERKLKPKASQQCPIC 



1150 1170 1190 

ccacaaagtcatcatGggggccgAgaaCGtigccgcAgcacaUgaggaCccataccgggga 

ggtgtttcagtagtaCccccggcTcttGCacggcgTcgtgtactcctGggtatggcccct 
HKVIMGAENVPQHMRTHTGE 



1140 



1200 



1210 1230 1250 

gaagccatacatgtgcaccatctgcgaggtccgcttcaccaggcaggacaagctgaaaat 
1201 + + + + + _^ ^260 

cttcggtatgtacacgtggtagacgctccaggcgaagtggtccgtccrgttcgactittta 
KPYMCTICEVRFTRQDKLKI 

1270 1290 1310 

ccacatgcggaagcacacaggggagcggccctacctgtgcatccactgcaacgcCaagtt 
1261 + + + + ^ ^ ^320 

ggtgtacgccttcgtgtgtcccctcgccgggatggacacgtaggtgacgttgcgGttcaa 
HMRKHTGERPYLC I H CNAKF 

1330 1350 1370 

cgtgcacaactacgacctcaagaaccacat:gcgcatccacacgggcgt.gcggccctacca 
1321 + + + 4- + + 1380 

gcacgtgttgatgcrggagttcttggtgtacgcgtaggtgtgcccgcacgccgggatggt 
VHNYDLKNHMRI HTGVRPY q 

1390 1410 1430 

gi:gcgagttctgctacaagagcttcacgcgctct.gaccacctgcaccgccacatcaagca 
1381 + + + + + ; 1440 

cacgctcaagacgatgttctcgaagtgcgcgagactggtggacgtggcggtgtagttcgc 
CEFC YKSFTRSDHLHRHIKR 



1450 1470 
ccagagctgccgcatggcacgccccgacgcggccgc 

1441 + + + 1476 

ggtctcgacggcgtaccgtgcggggctgcgccggcg 
QSCRMARPDAA 
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Fig.2Hyt^idisierung von PolyA+RNA aus verschiedenen 
Zellen mit der im zwischen den Nuk.leotiden 
1240-1476 von COS AP4-E1 




tttl^'^nu^'^'^''^^ Fibroblasten-Hybridzellinie 

HeLa: HPV18 posxtive ZervixkarzinonizeJlinie 

C33A: HPV-negative Zcaivixkarzinanzellinie 

HaCaT: spontan transformierte VorhauL-Keratinn/vrt-^r. v^i i ■ • 

SW756: HPV18-positive ZervixkarzilS^zelS^S ^ HPV-negativ 

CaSki: HPV16-positive ZervixkarzinomzeJ linie 

Fibroblast: humane cpitheliale Lunqenfibropiasten 

BL60: EBV-positive Burkitt's Li-nphomzellinie 

277: spontan transformierte lymplioblastoide Zellinie 

2a4 und 2a5: nicht tumorigene BL60 x 277 Hybridzeiiinie 
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Fig. 3 Teilsequenz der genanischen Insert-DNA. des Klons COS 1 APM 

10 30 50 

GAGCTCGGGTATAAAAGGAGTTTGGGGGAGTGGGGCTTTCAGGACACTGCTTTTTCCGCA 
1 + ^ + ^ ^ ^ 

CTCGAGCCCATATTTTCCTCAAACCCCCTCACCCCGAAAGTGCTGTGACGAAAAAGGCGT 

70 90 110 

TCCCTTTAATCCAGGTGAGTAACCATACCTGTCTAAGGTGGGGCAGCAGTTGAGGGTAGA 
61 + + + + + + 120 

AGGGAAATTAGGTCCACTCATTGGTATGGACAGATTCCACCCCGTCGTCAACTCCCATCT 

130 150 170 

TCTAGCATGAGACCTATTTCTGGGGTTTGACTCCATGGCAGTAGGGAGCCTCGGCTGGTT 
121 + + + ^ ^ ^ ^gO 

AGATCGTACTCTGGATAAAGACCCCAAACTGAGGTACCGTCATCCCTCGGAGCCGACCAA 

190 210 230 

CTGGAGAAAGGGGGAGCAAAAGGTTAGGAATGGCTCCTGGTGTTCCCTGCGGACTGACCC 
181 + + + + + + 240 

GACCTCTrTCCCCCTCGTTTTCCAATCCTTACCGAGGACCACAAGGGACGCCTGACTGGG 

250 270 290 

CCAGTCTCTGCATTGCAGGCAGGACAAGCTGAAAATCCACATGCGGAAGCACACAGGGGA 
241 + + + + + + 300 

GGTCAGAGACGTAACGTCCGTCCTGTTCGACTTTTAGGTGTACGCCTTCGTGTGTCCCCT 

310 330 350 

GCGGCCCTACCTGTGCATCCACTGCAACGCCAAGTTCGTGCACAACTACGACCTCAAGAA 
301 + + 4 + + + 260 

CGCCGGGATGGACACGTAGGTGACGTTGCGGTTCAAGCACGTGTTGATGCTGGAGTTCTT 

370 390 410 
CCACATGCGCATCCACACGGGCGTGCGGCCCTACCAGTGCGAGTTCTGCTACAAGAGCTT 
361 + + + + ^ + 420 

GGTGTACGCGTAGGTGTGCCCGCACGCCGGGATGGTCACGCTCAAGACGATGTTCTCGAA 



430 450 470 

CACGCGCTCTGACCACCTGCACCGCCACATCAAGCGCCAGAGCTGCCGCATGGCACGCCC 
421 + + + + + + 4B0 

GTGCGCGAGACTGGTGGACGTGGCGGTGTAGTTCGCGGTCTCGACGGCGTACCGTGCGGG 



490 

CGACGCGGCCGC 

481 + — 492 

GCTGCGCCGGCG 
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Fig. 4 yergleich der DNA zvrischen den Nukleotiden 
1240-1476 von Klon COS AP4-E1 und der DNA 
zwischen den Nukleotiden 256-492 von Klon 



1240 I ((IIIIIIIIIJIIJM 

1240 c-ggcaggacaagctgaaaarccacatgcggaagiii;ii^^^ilii^^i ,289 

306 CCTACCTGTGCATCCACTGC^^ 
1290 cctacctgtgcatccactgcaacgcciliiiiiiiiiiiiiiii;'^^ ,339 
35 6 AAGAACCACATGCGCATCCACACGGGCGTGCG^ 405 

134 0 aagaaccacargcgcatccacacgggcgtgcggicciiccigigcgigri 13 89 
406 j^T^^j-^^AAGAGCTTC^^^^ 

1390 ''''''''''' 'I' 'I'l'l N il III III 11 II II II III 

1390 ctgctacaagagcttcacgcgctctgaccacctgcaccgcciiitiaigi 1439 

456 GCCAGAGCTGCCGCAT^^ 492 
-'11111111111111111111111111)11111,,,, 
1440 gccagagctgccgcatggcacgccccgacgcggiigc 1476 
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toU Oder die aus crnem anderen beconderen Gnind anseccbcn wt (wte 
auigcruhit) 

*0' VerofTcnUicbung, die sch auf ane mundliche OfTenhanin^ 
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C^Fortsetzung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE U>rrERLAGEN 



KAtcfonc" Bcrachnunj <icr VerbffenUichunj. sowat erfordoiich untcr Angabe der in Beirachl kommentlen TaU 



Bctr. Anipruch Nr. 



NUCLEIC ACIDS RES,. 
Bd. 21, Nr. 17, 1993 
Seite 4152 

OLGIVIE ET AL. 'Sequence divergence of a 
TFIIIA-type zinc finger protein from fish 
ovarian tissue' 
siehe das ganze Dokument 

PROC. NATL ACAD. SCI., 

Bd. 91, Nr. 20, 27. September 1994 

Seiten 9372-9376, 

GALERA ET AL. 'c-Krox, a transcriptional 
regulator of type I collagen gene 
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internanonaies AktenreicnenPCT/DB5/ 01390 

WEITCRE ANCABEN PCTflSA/ 210 



Beraerkung: Obwohl die Anspruche 7,8 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tienschen Korpers (DiagnosHzierverfahren, das am menschi 1chen/ 
tierlschen Korper vorgenonimen wird), beziehen (PCT Artlkel 17.2.a)i) und 
Regel 39.2.iv). wurde die Recherche durchgefiihrt und grundete sich auf die 
angefuhrten Wirkungen der Verblndung/Zusamrnensetzung. 



iiuonalcs Aktenznchcn 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



PCT/DE95/01390 



Fcid I Bemerkuiigea zu den Ansphichen, die stch aii nicht rcchercbierbar erwtcten fcabcn (Fometzuns von Punkt I wif BIfttt I ) 



OemiA Artikel I7p)ji) wurde aus fcrfgenden GrUnden fur bwiimmtc Antpruchc kcin Recherchenbericht emellL 



whI fie sich *uf Tcile dcr micmationilen Anmeidung beriehcn, die den vorgcfchriebenen Anforderungcn jo wenig enupredien. 
dtfi eine sinnvolle internxuonaie Recherche niche durchgefiihri werden kutn. narnlich 



wcii es sich dabei urn &bhvtgige Anspruche handclc, die nichi enuprechend S&tz 2 und 3 der Rcgel 6.4 a) abgefaiit sind. 



Feld II Bemerkungen faei mangeitider Einheitiichkeit der Erfindung {Foitsctzun^ von Punkt Z auf Blatt t) 



Die iniern&uonaie Rcchcrchen be horde hu fexigesiellu dafl diese intemaiian&le Anmeldung mehrcrc Errtndungen enihalL 



I- LJ 

Da der Anmelder aJle erforderlichen ziaattlichen Recherchengebuhren rcchizeiiig entrichtci hat, errtreckt sich dieser 
internauonaie Recherchenberichi auf alle recherchierbarcn Anspruche der iniemauonaien Anmeldung. 



I I Da fur aile recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbciuaufwand durchgefuhri werden konnie, der eine 

zusaiziiche Recherchengebuhr gerechtferugi haue, hat die Internauonaie Recherchenbehorde nichi zur Zahlung einer sotchen 
Cebuhr aufgeforderL 



[ j Da der Anmeidcr nur cinige der erforderlichen zusaubchen RecherchengebOhren rechtzdtig entfichtei hau eretrecki sich die 
internauonaie Recherchenbertchi nur auf die Anspruche der tniernationalen Anmeldung, fur die Gcbiihrcn enu-ichcei worden 
smd, namlich auf die Anspruche Nr. 



rn Anmelder hat die erforderlichen zusatilichen Recherchengebuhren nicht rechtzeiiig enirichieL Der intematjonale Recher- 
chenbericht bexchranki sich daher auf die in den Anspruchen zuersi erwahnie Erfindung; diese ui in folgenden Ansprucben er- 
fafic 
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